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Compsn. for non-lightening colouration of keratinic fibres, esp. 
hair, comprising an enzyme capable of catalysing the formation of 
polymeric colourants and colourant precursors such as bases and 
couplers in a buffered soln. having a pH of around neutral, whereby the 
enzyme has an optimum activity at pH 6.5-8 and does not necessitate the 
presence of H202 for its activity. 



Pref. the enzyme is laccase derived from Rhizoctonia praticola or 
Rhus vemicifera, esp. produced from R. praticola e.g., by 
fermentation. 

USE/ADVANTAGE - The enzymes are capable of promoting the oxidative 
colour-forming reaction between bases such as aromatic amines and 
(di)aminophenols and couplers such as meta-diamines, meta-aminophenols, 
polyphenols and naphthols, at around neutral pH and in the absence of 
H202. The absence of H202 is beneficial since repeated use of this on 
the hair causes damage to the hair and irritation of the scalp as well 
as lightening of the colour. Good penetration of the compsn. into the 
hair is achieved, thus giving good shade over shade colouration and 
good resistance to washing. 
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Composition for the dyeing without lightening of keratinous fibres, 
and especially hair, comprising, in particular, an enzyme capable of 
catalysing the formation of colourant polymers and also comprising dye 
precursors such as bases and couplers, in a buffered solution, 
characterised in that the pH of said composition is between 6.5 and 8, 
and said enzyme has an optimal activity in a pH range of between 6.5 
and 8 and does not require the presence of hydrogen peroxide for its 
activity. 
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Descripti n 

La prSsente invention a pour objet une composition pour la coloration des fibres keratiniques, 
notamment des cheveux , comprenant un enzyme ,de presence une laccase . Elle est egalement relative 
5 a un proc^de" de coloration des cheveux utilisant ladite composition. 

Actuellement, a la connaissance de la demanderesse, la seule technique de coloration capillaire 
capable de couvrir correctement et de fagon durable les cheveux est la technique de coloration d'oxydation. 

Au cours de la reaction d'oxydation, des precurseurs de colorants , qui sont des composes aromatiques 
appartenant aux families des diamines, aminophenols (ou aminonaphtols) et des phenols (ou naphtols) , 
10 sont oxyd^s en presence de peroxyde d'hydrogene et d'ammoniaque. 

Dans une premiere etape, ces precurseurs se transforment en radicaux intermedial res tres r^actifs qui 
se couplent entre eux pour former, au cours de la deuxieme etape de condensation oxydative, des 
polymeres colored pouvant se fixer sur la ke* ratine. 

Dans cette reaction complexe, le peroxyde d'hydrogene a deux fonctions : decolorer les pigments en 
75 place afin d'^viter les variations de teinture resultant de la couleur initiate du cheveu et d^clencher le 
processus oxydatif. 

L'ammoniaque facilite la dissolution des colorants et , par alcalinisation du milieu , favorise Taction 
d^colorante du peroxyde . 

Dl6ll qU6 C6U0 ULMIIIO UO IICO UUIIO ICOUltOU VsVJlUl lOU^UCO, ii OOl lOwnitu ^uwi< «.• vtiivmvst it. 

20 r£p&{6 dans de telles conditions oxydantes alcalines peut degrader la fibre capillaire , et irriter le cuir 
chevelu. C'est pourquoi, des recherches sont menees pour trouver une methode de coloration permanente 
douce, non agressive pour le cuir chevelu et la fibre capillaire mais qui assure cependant une couverture 
durable des cheveux . 

La technique de coloration non eclaircissante par des enzymes oxydases rendant inutile I'emploi de 
25 peroxyde d'hydrogene et d'ammoniaque est une alternative possible. 

L'oxydation des polyphenols et des amines aromatiques utilises pour la coloration permanente peut etre 
catalysed de fagon tres sp^cifique par deux groupes d'enzymes: des phenoloxydases (EC 1.14.18.1) ou 
des peroxydases (EC 1 .1 1 .1 .7). 

L'oxydation activee par les phenoloxydases ne requiert que la presence d'oxygene moleculaire comme 
30 co-substrat alors que I'oxydation activee par les peroxydases , comme d^crite dans le brevet US 3.957.424, 
requiert la presence de peroxyde d'hydrogene dans le milieu. 

Le choix de phenoloxydases parmi toutes les oxydases connues est done plus approprie pour catalyser 
I'oxydation des precurseurs de colorants qui sont leurs substrats sp^cifiques en presence d'oxygene 
atmospherique. 

35 Les phenoloxydases (benzenediol oxygene oxydoreductases ) regroupent deux types d'enzymes: 

- les para-diphenoloxydases ou laccases (ancienne classification : EC 1.10.3.2). 

- les ortho-diphenoloxydases ou catecholoxydases ou tyrosinases ( ancienne classification: EC 
1.10.3.1). 

Les laccases catalysent I'oxydation des monophenols, ortho-et paradiphenols, tri phenols, para-diamines 
40 et de I'acide ascorbique. 

Les tyrosinases catalysent l'oxydation des monophenols, des ortho-diphenols, mais pas celle des para- 
diphenols ni des paradiamines(Mayer et Harel, Phytochem.18, 193-215,1979). 

De telles enzymes sont utilisees neanmoins dans des compositions de coloration telle que celle decrite 
dans le brevet US 2.539.202. 
45 Parmi les phenoloxydases, le choix d'une laccase est preferable pour la coloration capillaire, puisque la 
para-phenylenediamine ou le para-aminophenol, qui sont les precurseurs primaires les plus employes dans 
la technique de coloration, ne seront pas oxydes ou seulement tres lentement en presence de tyrosinase. 

Cette technique de coloration activee par des oxydases a fait I'objet de brevets anterieurs. 

Le brevet US 3 251 742 decrit une methode de coloration capillaire activee par des enzymes de type 
so phenolases (tyrosinase ou laccase). Les enzymes sont utilisees soit pour catalyser I'oxydation en presence 
d'oxygene d'un melange de composes aromatiques polyhydriques et d'amines, soit pour acceierer leur 
vitesse d'oxydation en presence d'un agent chimique comme le peroxyde d'hydrogene a pH neutre ou 
legerement alcalin (pH 7 a 8,5). 

Le brevet FR-A- 2 112 549 reprend cette methode avec un systeme d'oxydation qui n'exige pas la 
55 presence d'une combinaison des deux types de precurseurs (composes polyhydriques et amines aromati- 
ques) I'un ou I'autre des composes pouvant etre utilises isoiement. Ce brevet preconise I'emploi de 
plusieurs enzymes de type oxydase parmi lesqueiles la laccase de Polyporus versicolor, la lactate oxydase 
de Mycobacterium phlei, la glucose oxydase d'Aspergillus niger, la galactose oxydase de Dactylium 
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dendroides, la glycolate oxydase du cortex nSnal de sanglier, TaldShyde oxydase du foie de lapin, la 
monoamine oxydase du plasma bovin et Turate oxydase du foie de sanglier. 

Le procdde* d£crit dans ce brevet consiste a mettre en contact les cheveux avec une solution aqueuse 
renfermant 0.01 a 500 ppm d'une des oxydases cities et d'environ 0,001 a 6% en poids de composes 
aromatiques et ayant une large gamme de pH t de 4 et 10 et pre*f§rentiellement de 5,5 a 8. Cette solution est 
exempte de melanges d'amines aromatiques aromatiques ou de leurs deVivSs avec des polyphenols ou 
leurs 66m6s. 

La laccase fut dScouverte en 1883 par Yoshida dans le latex de PArbre a Laque japonais: Rhus 
vernicifera (Yoshida, J.Chem. Soc, 472 (1883)). II semble qu'elle soit prSsente dans les canaux secateurs 
de tous les membres des Anacardiac£es (Joel et al, Phytochem., 17, 796-797, (1984)), dans les peches et 
les chataignes et chez de nombreuses especes de la famille des Podocarpac^es. 

Chez les champignons, elle est abondamment produite par de nombreux Basidiomycetes qui degradent 
la lignine: Collybia velutipes, Fomes annosus, Fomes fomentarius .Lentinus edodes, Phanerochaete chry- 
sosporium, Pholiota mutabilis, Pleurotus ostreatus.Poria subacida, Sporotrichum pulverulentum, Trametes 
(= Polyporus) sanguinea, Trametes versicolor. On la trouve chez les Ascomycetes tels qu'Aspergillus 
nidulans, Neurospora crassa. Podospora anserina et chez les DeuteVomycetes tels que Botrytis cinerea et 
Rhizoctonia praticola (Bollag et Leonowicz , Applied and Environ. Microbiol., 48, 849-854, (I984)). 

Ces laccases d'origines diverses torment un groupe relativement h&eVogene par la variability de leur 
structure (poids molSculaire, composition) ei de ieurs propriei£s (specif iciie* par rapport au substrat, pH 
optimum, point iso£lectrique). Cependant toutes les laccases connues catalysent les reactions suivantes: 



OH 
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La grande majority de ces laccases a un pH optimum d'activite* acide (< 6,0) pour I'oxydation des 
phenols et des amines aromatiques a Texception des laccases de l'Arbre a Laque (Rhus sp.) et de 
Rhizoctonia praticola qui ont un pH optimum neutre (Reinhammar, B.B.A, 205,35-47,(1970); Bollag et al., 
Can. J. Microbiol, 25,229-233, (1978)). 

Dans le brevet US 3.251.742 , la technique de coloration nScessite le melange d'un compose 
aromatique mono ou polyhydrique et d'une amine aromatique . Par ailleurs, les exemples decrits ont ete 
r£alis€s avec la tyrosinase. 

Parmi toutes les oxydases cities dans le brevet FR-A-2 112 549 , la seule laccase indiquee, qui serait 
Tenzyme la plus sp£cifique pour catalyser I'oxydation des colorants, est une laccase fongique produite par 
Trametes (= Polyporus)versicolor. Or cette laccase , qui a <§te* tres Studied, catalyse I'oxydation de phenols 
et d'amines aromatiques de facon optimale pour des pH compris entre 3,6 et 5,2, avec une activite presque 
nulle pour des pH supeVieurs a 6,0 (Benfield, Phytochem.,3,79-88,{l964);Bocks , Phytochem, 6, 777-783,- 
(1967)). Pour des pH aussi acides, la penetration des polymeres colons dans la fibre capillaire est tres 
difficile, ce qui rend la coloration moins couvrante et moins r^sistante aux lavages. 

Aucune des compositions d^crites dans Tart anteVieur ne permet done une coloration satisfaisante et 
durable des cheveux sans utiliser de peroxyde d'hydrogene , qui , lors de traitements repetes , degrade la 
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fibre capillaire et irrite le cuir chevelu . 

La demanderesse s'est done attached a !a mise en oeuvre d'une composition permettant une coloration 
non edaircissante fficace, durable et resistant au lavage des fibres keVatiniques et notamment des 
cheveux, et ne pr^sentant pas les inconv^nients pr^c^demment cites , e'est-a-dire globalement n'etant pas 
5 agressive pour le cuir chevelu et la fibre capillaire. 

La demanderesse a montre de maniere surprenante que Ton pouvait colorer des fibres keratiniques et 
notamment des cheveux , sans les eclaircir a un pH proche de la neutrality et sans utiliser de peroxyde 
d'hydrogene , a Taide d'une composition contenant un enzyme capable de catalyser la formation des 
polymeres colorants, et ayant une activity optimale dans une gamme de pH proche de la neutralite. 
w De maniere encore plus surprenante, la demanderesse a montre que le fait que cette composition ait 
un pH proche de la neutrality augmente la vitesse initiale de la reaction d'oxydation de certains des 
pnicurseurs de colorants. 

I_ a prgsente invention a done pour objet une composition pour la coloration non edaircissante des fibres 
keratiniques et en particulier des cheveux, comprenant notamment un enzyme capable de catalyser la 

is formation des polymeres colorants et comprenant aussi des pr^curseurs de colorants tels que des bases et 
des coupleurs , dans une solution tamponnee, caracte>is£e en ce que le pH de ladite composition est 
proche de la neutralite\et ledit enzyme a une activity optimale dans une gamme de pH comprise entre 6,5 
et 8 et ne n£cessite pas pour son activite* la presence de peroxyde d'hydrogene. 

Gette cc-mnncjtion permet une penetration efficace des polymeres dans les fibres des cheveux. et 

20 permet done d'obtenir une coloration ton sur ton couvrante et resistante au lavage. 

Du fait de la mise en oeuvre d'un enzyme ayant une activite* optimale dans une gamme de pH 
comprise entre 6,5 et 8, la composition peut avoir un pH proche de la neutralite , ce qui permet ainsi 
d^viter les inconv^nients des compositions d£crites dans Cart anteVieur , qui ont une certaine agressivite 
vis-a-vis du cuir chevelu et des fibres capiliaires. 

25 Des mesures dynamometriques r^alisees sur des meches de cheveux naturels , colorees par differents 
process de coloration permanente ont permis de mesurer la degradation provoqu£e par ces traitements 
sur la fibre capillaire (alteration de ses proprietes eiastiques ). Les resultats ont montre qu'une teinture 
d'oxydation traditionnelle a pH 9,5 renfermant 3% de peroxyde d'hydrogene provoque une degradation 4 
fois superieure a celle observee avec une coloration enzymatique a pH neutre ( ll% et 3% de degradation 

30 respectivement) . 

De plus , la composition selon I'invention offre I'avantage d'6viter ('utilisation de peroxyde d'hydrogene . 

En effet , le peroxyde d'hydrogene qui est habituellement utilise en presence d'ammoniaque provoque 
a pH alcalin ( 9 <pH < 11) une decoloration des pigments en place . Ce phenomene apparalt ulterieure- 
ment a la racine des cheveux lorsque la fibre s'est allongee de quelques centimetres avec sa pigmentation 
35 naturelle . C'est le probleme , souvent inesthetique , des "racines qui n£cessite I'application d'une 
nouvelle coloration. 

Un autre avantage de ce type de composition est son caractere non mutagene. 

De maniere pr6f£rentielle, I'enzyme compris dans la composition est une laccase , en particulier la 
laccase de Rhizoctonia praticola ou de PArbre a Laque (Rhus vernicifera). 
40 Ces deux enzymes , dont I'existence est connue dans Tart anteVieur , n'ont jamais ete utilises a la 
connaissance de la demanderesse dans des compositions pour la coloration des cheveux, 
Avantageusement , la laccase de R.praticola est obtenue par fermentation. 
La laccase de R.vernicifera peut ( quant a elle, etre isol^e a partir de materiel vegetal. 
Les bases ou intermediaires primaires peuvent etre des amines aromatiques, des diaminophenols et 
45 des aminophenols dont les groupements NH 2 et OH sont en position ortho ou para les uns par rapport aux 
autres . lis sont responsables de la nuance profonde et peuvent se coupler sur eux-memes pour former des 
pigments tres colores . 

lis peuvent §tre notamment la para-phenylenediamine (pPD) , I'ortho-aminophenol (oAP), le para- 
methylaminophenol (pMAP), le paraaminophenol (pAP), la para-toluylenediamine (pTD) et/ou la N-phenyl- 
50 para-phenylenediamine (NpPD) . 

Les coupleurs ou modificateurs peuvent etre des meta-diamines , des metaaminophenols, des polyphe- 
nols ou des naphtols. Pris isoiement ou en couplage entre eux , ils ne donnent qu'une tres faible coloration 
; en couplage avec une base , ils modifient la nuance . 

Ils peuvent etre notamment le meta-aminophenol (mAP) , le pyrocatechol (PyC) , le pyrogallol(PyG), le 
55 resorcinol (R), le l-naphtol (l-N), la meta-phenylenediamine(mPD), le para-aminoorthocresol (pAOC)- 
.rhydroquinone (Hq), le 1,5 dihydroxynaphtalene (1.5 DHN) et/ou le 2,7-dihydroxynaphtalene (2.7 DHN) . 

L'association bases et coupleurs est choisie en fonction de la couleur desiree. 
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La formulation globale doit etre adaptSe au rdsultat coloristique desire . On utilise le plus souvent une 
plurality dissociations base-coupleur . De bons r^sultats sont obtenus avec des quantity sensiblement 
equimolaires pour chaque association base-coupleur prise individuellement. 

Les quantites totales de ces molecules sont comprises dans une gamme allant de 0,05% a 0,3% en 
5 poids de la composition et sont pnSterentiellement de Pordre de 0,12% environ. 

Un autre avantage de la pnSsente composition reside dans le fait qu'il n'est pas obligatoire de meianger 
des prScurseurs de colorants de type amine avec des prScurseurs de type phenol . 

Les deux types de pr^curseurs peuvent etre utilises isoiement aussi bien qu'en melange , ce qui 
augmente les possibility coloristiques . 
w II est ainsi possible d'obtenir une coloration chatain grace a un melange compost uniquement de deux 
amines aromatiques telles que la p- et la m-phenylenedimaine. 

La prSsente invention a d'autre part pour objet un proc4d6 de coloration des cheveux dans lequel les 
cheveux sont trails avec la composition pn§c6demment d^crite , durant un temps de traitement de 10 a 40 
minutes et prSfeVentiellement de 20 a 35 minutes . Le traitement est gSneralement effectue a la 
75 temperature ambiante , mais il peut §tre accede par chauffage doux a 30 *C environ . La temperature ne 
doit cependant pas exceder 40 * C . 

La description qui suit donne a titre non limitatif des exemples illustratifs de Pinvention. 

Les figures 1 et 2 repr£sentent I'effet du pH sur I'oxydation respectivement de la pPD et du pAP par 
des laccases de R.praticola et P.vernicifera (Arbre a Laque). Le pH est mentionne en abscissa, Pordonnee 
20 indiquant le taux en pourcentage de Pactivite mesurSe par rapport a Pactivite maximale des enzymes . 

EXEMPLE 1 

Precede* de production de la laccase de Rhizoctonia praticola. 

25 

Le present exemple d£crit une methode particuliere de culture en fermenteur d'une espece du genre 
Rhizoctonia en vue de la production et de la purification de laccase induite. 

Ce champignon tellurique produit une phenoloxydase extracellulaire qui a un pH optimum d'activite 
proche de 7,0 alors que la plupart des laccases fongiques ont un pH optimum inferieur a 5,0. Elle est de 
30 ce fait tres specif ique. 

1 . Conditions de culture . 

Les conditions de culture d^crites ici et en particulier les teneurs de certains elements nutritifs, la . 
35 nature de Pinoculum. les parametres d'oxygenation, de temperature, d'agitation, ainsi que les moments 
d'apport de I'inducteur et de r£colte de la culture ont 6x6 d^finis a la suite de nombreux essais qui ont 
permis d'optimiser la production de Penzyme. 

Nature de la souche: souche sauvage de Pespece Rhizoctonia praticola (Vaartaja n*1347 = R. solani type 
AG 4). 

40 Composition du milieu de culture : milieu Czapeck Dow modifie* contenant pour un litre: 

NaN0 3 : Sg/teHPO* : Ig/KCL: O.Sg/MgSO* , 7H20: 0,5 g/ Saccharose: 20g/ Asparagine: 2,5 g/1ml d'une 
solution d'oligo^iements contenant : (FeSO*: lg/CaCI 2 , 5H 2 0: 2.0g/CuS0 4 , 5H 2 0: 0,l5g/ ZnS0 4 , 7H 2 0: 
0,10 g/H 2 0 qsp I00 ml)/biotine: 25ug/thiamine:50ug. 

Conditions de fermentation: les parametres ont 6te* d^finis avec un r^acteur de 7 I contenant 4,5 I utiles, de 
45 420 mm de hauteur et ISO mm de diametre inteVieur: 

- temps z^ro: ensemencement avec un broyat de mycelium obtenu a partir d'une culture jeune en 
milieu liquide statique (70 ml d'inoculum pour 4,5 I de milieu). 

- pendant 48 heures: agitation a 300 RPM, temperature = 28 # C, taux d'oxygene dissous = 65%. 

- a tO + 48 heures: apport de Pinducteur = 4-methoxy benzeneamine 2.1 0~* M dans le mi- 
so lieu;augmentation de Pagitation a 400 RPM; abaissement de la temperature a 20 *C et apport 

d'antimousse (silicones par exemple). 

- a tO + 70 a 74 heures: maximum de production de Penzyme, recolte du milieu et mycelium et 
filtration pour conserve r le milieu qui constitue Pextrait brut. 

Cet extrait brut est ensuite purifie* pour isoler Penzyme par les techniques d'ultrafiltration et de 
55 chromatographie d'exclusion . 

II subit une ultrafiltration sur membranes de seuil de coupure de 10.000 daltons puis une separation 
par filtration sur Ultrogel AcA 34 (20 000- 350 000 daltons). 
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2- Caractgrisation de I'enzyme: 

2-1- pH optimum d'oxydation des phenols et amines aromatiques: 

A la difference d'autres laccases d'origine fongique, la laccase de R.praticola a un pH optimum 
d'activite proche de la neutrality pour oxyder les diphgnols ou les p-diamines (pH 6,8 a 7,5). Seuie la 
laccase de I'Arbre a Lacque (Rhus vernicifera) agit de facon optimale a pH neutre pour oxyder les 
memes substrats. 
2-2- poids moieculaire (PM): 

II a 6te* determine par eiectrophorese de I'enzyme sur gel de polyacrylamide contenant du Sodium 
Dodecyl Sulfate (SDS-PAGE 5-20%) avec des marqueurs proteiques de PM connus:lactate d^shydroge- 
nase 140000, Albumine Bovine 67 000, beta-glucosidase 36 000, Cytochrome C 12 500). Le gel 
colors par le Bleu de Coomassie a r6v6\6 la presence de deux bandes proteiques correspondant a deux 
iso-enzymes appel<§s "L1 et L2" de PM egaux a 135 000 et 155 000 respectivement. 
2-3- point isoeiectrique (pi): 

Deux techniques de Focalisation Isoeiectrique ont indique avec precision les pi des 2 isoenzymes 
s^pares. 

2-3-1- Focalisation Isoeiectrique analytique: Sur Ampholine PAG Plate ( LKB ), pH 3,5-9,5 en 
presence de marqueurs proteiques de pi connus: Amyloglucosidase 3,5; Ferritine 4,4; Albumine 
Bovine 4,7; beta iaciogiobuiine 5,4: Conalbumine 5,3; Myoglobine cheva! 7,3; Ribonuclease 9,45; 
Cytochrome C 10,65. La revelation au Bleu de Coomassie a montre que les 2 isoenzymes L1 et L2 
ont des pi egaux a 4,9 et 4,4 respectivement. 
2-3-2-Focalisation isoeiectrique preparative: 

Sur Ultrodex avec Ampholites pH3-10 a confirme le pi de la bande L2 possedant la meilleure activite 
specifique a 4,4. 

CONCLUSION: 

La caracterisation de la laccase de R.praticola par son pH optimal d'activite , son poids moleculaire et 
son point isoeiectrique a mis en evidence des proprietes differentes de celles decrites pour d'autres 
laccases . Ces proprietes specifiques permettent done d'identifier aisement la laccase induite de R.praticola 
produite par fermentation par rapport aux autres laccases (voir tableau ci-apres). 
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Tableau comparatif des proprietes de differentes 
laccases ; 

espece classe PM pi pH optimum(l) 

Polyporus Basidio 62000 ? 3,8 
versicolor mycete 

Rlgidoporus Basidio 55000 3,5 5,6 
lineatus mycete 
Agaricus Basidio 102 000 ? 5,6 
bisporus mycete 
« Botrytis Asco 65 000 2,5 4,7 

cinerea mycete 

Rhus Dicoty 110 000 8,5 7,0 

vernicifera ledone 

Rhizoctonia Deutero 78 000 ? 7,0 
praticola mycete 
(2) 

R.prati- Deutero 140 000 4,4 7,0 
cola(3) mycete 



20 



25 



30 (i) pH optimum d'oxydation de diphenols 

(2) culture statique (travaux de J.M. Bollag 
precedemment cites) . 

(3) culture en fermenteur. 



EXEMPLE 2- 

40 Comparaison de I'activite* oxydative des laccases de Rhizoctonia praticola et de Rhus vernicifera en fonction 
du pH. 

Une unite* d'activite* p-ph£nylene diamine (upPD) ou une unite* d'activite* p-aminoph£nol (upAP) est 
d£finie comme la quantity de laccase n£cessaire pour provoquer une variation de DO a 525 nm ou a 380 
45 nm d'une unite* par minute, a 25 *C dans un melange nSactionnel de 2,5 ml de solution tampon phosphate 
0,02 M pH 7,0 contenant 0,4 g/l de p-ph6nylenediamine ou de p-aminoph£nol. 

Les experimentations ont 6te effectives avec des concentrations de pr£curseurs de colorants d 'environ 
0,4 g par litre et 0,1 unite enzymatique . 

Les Etudes effectu£es aussi bien sur I'oxydation de la para-phenylene diamine (pPD) que sur 
so Toxydation du para-aminopheno! (pAP) montrent que ces deux laccases ont des activit£s opti males dans 
des pH proches de la neutrality, comme on peut le voir sur les figures 1 et 2 r£sumant les r£sultats 
obtenus. 



55 
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EXEMPLE 3- 

Coloration de tissus de laine par la composition selon I 'invention . 

5 Les colorations sont obtenues sur des tissus de laine plongts 35 mn a 25 *C dans un melange 
r^actionnel constitu^ de 25 ml de solution tampon phosphate 0,02 M, pH 7;,0,5 u de laccase , un melange 
tquimolaire (environ 2mM) de deux colorants (une base + un coupleur) pour une teneur totale de 0,4 g/l. 
Les rgsultats sont resumes dans le tableau I . 

L'6tude a montre* qu'en raison de la grande specificity des prtcurseurs de colorants pour I'enzyme (en 
10 particulier des molecules aromatiques substitutes en ortho et en para), les teneurs en colorants requises 
pour obtenir une nuance naturelle sont beaucoup plus faibles que celles utilises en coloration d'oxydation 
traditionnelle. Par exemple, la teneur maximale en colorants est de 4% environ pour une coloration 
traditionnelle et de 0,2% environ pour une coloration enzymatique selon Tinvention. Malgre ces faibles 
quantity de colorants, les teintures obtenues montrent une resistance aux shampooings tout a fait 
rs comparable a celle d'une teinture traditionnelle. 
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Composition pour la coloration non e*claircissante des fibres ke>atiniques et en particulier des cheveux 
comprenant notamment un enzyme capable de catalyser la formation des polymeres colorants, et 
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comprenant aussi des pr^curseurs de colorant tels que des bases et des coupleurs, dans une solution 
tamponnSe , caract6ris6e en ce que le pH de ladite composition est compris entre 6,5 et 8 et (edit 
enzyme a une activity optimale dans une gamme de pH comprise entre 6,5 et 8 et ne nScessite pas 
pour son activity la presence de peroxyde d'hydrogene . 

5 

2. Composition selon la revendication I, caract6ris6e en ce que I'enzyme est une laccase, en particulier la 
laccase de Rhizoctonia praticola ou de Rhus vernicifera. 

3. Composition selon Tune des revendications I et 2,caracte , ris3e en ce que la laccase de Rhizoctonia 
10 praticola est obtenue par fermentation. 

4. Composition selon Tune des revendications I a 3, caracte'rise'e en ce que les bases sont notamment 
des amines aromatiques , des diaminoph^nols et/ou des aminophSnols dans lesquels les groupements 
amines et alcools sont de maniere pr£fe>entielle en position ortho ou para. 

75 

5. Composition selon la revendication 4, caractens^e en ce que les bases sont notamment la para- 
phgnylenediamine, rortho-aminoph^nol, le para-methylaminophgnol , le para-aminophenol , la para- 
toluylenediamine et/ou la N-phenyl-paraphe^ylenediamine. 

20 6. Composition selon Tune des revendications I a 5, caracte>is6e en ce que les coupleurs sont des m£ta- 
diamines, des metaaminophenols, des polyphenols ou des naphtols, notamment le meta-aminophenol, 
le pyrocat^chol, le pyrogallol, le rdsorcinol, le l-naphtol, la me'taphenylenediamine, le para-ami no-ortho- 
cr^sol, Thydroquinone, le l,5-dihydroxynaphtalene, et/ou le 2,7-dihydroxynaphtalene. 

25 7. Composition selon Tune des revendications I a 6, caracteVis^e en ce que le milieu est tamponne a 
Taide d'un tampon phosphate. 

8. Composition selon Tune des revendications I a 7, caracte>is£e en ce que la quantite totale de 
pr6curseur est prise dans la gamme allant de O,05% a 0,3% en poids de la composition et 

30 pr£fe>entiellement de 0,12% . 

9. Proc6d£ de coloration des cheveux , caracteVise en ce que les cheveux sont trails avec la composition 
selon Tune des revendications I a 8 . 

35 10. Proc£d£ selon la revendication 9 , caracteVise* en ce que le temps de traitement est pris dans la 
gamme allant de IO a 40 minutes et pr6fe>entiellement de 20 a 35 minutes, cette duree pouvant etre 
r^duite par chauffage doux a une temperature n'excedant pas 40 * C. 



Claims 

Composition for the dyeing without lightening of keratinous fibers, and especially hair, comprising, in 
particular, an enzyme capable of catalyzing the formation of colorant polymers and also comprising dye 
precursors such as bases and couplers, in a buffered solution, characterized in that the pH of said 
composition is between 6.5 and 8, and said enzyme has an optimal activity in a pH range of between 
6.5 and 8 and does not require the presence of hydrogen peroxide for its activity. 

2. Composition according to claim 1, characterized in that the enzyme is a laccase, especially Rhizoctonia 
praticola or Rhus vernicifera laccase. 

so 3. Composition according to one of claims 1 and 2, characterized in that the Rhizoctonia praticola laccase 
is obtained by fermentation. 

4. Composition according to one of claims 1 to 3, characterized in that the bases are, in particular, 
aromatic amines, diaminophenols and/or aminophenols in which the amine and alcohol groups are 

55 preferably in the ortho or para position. 

5. Composition according to claim 4, characterized in that the bases are, in particular, para- 
phenyienedjamjne, orthoaminophenol, para-methylaminophenol, para-aminophenol, para- 
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toluylenediamine and/or N-phenyl-para-phenylenediamine. 

6. Composition according to one of claims 1 to 5, characterized in that the couplers are meta-diamines, 
meta-aminophenols, polyphenols or naphthols, in particular meta-aminophenol, pyrocatechol, pyrogallol, 

s resorcinol, 1-naphthol, meta-phenylenediamine, para-amino-ortho-cresol, hydroquinone, 1 ,5-dihydrox- 
ynaphthalene and/or 2,7-dihydroxynaphthalene. 

7. Composition according to one of claims 1 to 6, characterized in that the medium is buffered using a 
phosphate buffer. 

10 

8. Composition according to one of claims 1 to 7, characterized in that the total amount of precursor is 
taken within the range extending from 0.05 % to 0.3 % by weight of the composition, and preferably of 
the order of 0.12 %. 

75 9. Process for dyeing hair, characterized in that hair is treated with the composition according to one of 
claims 1 to 8. 

10. Process according to claim 9, characterized in that the treatment time is taken within the range 
extending from 10 to 40 minutes, and preferably 20 to 35 minutes, it being possible for this period to 
20 be reduced by gentle heating to a temperature not exceeding 40 • C. 

Patentanspriiche 

1. Zusammensetzung zur nicht aufhellenden Farbung von Keratinfasem und insbesondere von Haaren, 
25 umfassend insbesondere ein Enzym, das die Bildung von Farbstoffpolymeren katalysieren kann, sowie 

auBerdem Farbstoffvorstufen, wie Basen und Kuppler, in einer gepufferten Losung, dadurch gekenn- 
zeichnet, da8 der pH-Wert der Zusammensetzung zwischen 6,5 und 8 liegt und das Enzym eine 
optimale Aktivitat in einem pH-Bereich zwischen 6,5 und 8 besitzt und fUr seine Aktivitat nicht der 
Gegenwart von Wasserstoffperoxid bedarf. 

30 

2. Zusammensetzung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Enzym eine Laccase ist, 
insbesondere die Laccase aus Rhizoctonia praticola oder aus Rhus vernicifera. 

3. Zusammensetzung gemaB einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Laccase 
35 aus Rhizoctonia praticola durch Fermentation erhalten wird. 

4. Zusammensetzung gemaB einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den 
Basen insbesondere um aromatische Amine, Diaminophenole und/oder Aminophenole, bei denen die 
Amino- und Alkoholgruppen vorzugsweise in ortho- Oder para-Stellung zueinander stehen, handelt. 

40 

5. Zusammensetzung gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den Basen insbeson- 
dere um para-Phenylendiamin, ortho-Aminophenol, para-(Methylamino)phenol, para-Aminophenol, para- 
Toluylendiamin und/oder N-Phenyl-para-phenylendiamin handelt. 

45 6. Zusammensetzung gemaB einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei den 
Kupplern um meta-Diamine, meta-Aminophenole, Polyphenole oder Naphthole, insbesondere um meta- 
Aminophenol, Brenzkatechin, Pyrogallol, Resorcin, 1-Naphthol, meta-Phenylendiamin, para-Aminoortho- 
kresol, Hydrochinon, 1,5-Dihydroxynaphthalin und oder 2,7-Dihydroxynaphthalin handelt. 

so 7. Zusammensetzung gemaB einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB das Medium 
mit Hilfe eines Phosphatpuffers gepuffert wird. 

8. Zusammensetzung gemaB einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Gesamt- 
menge der Vorstufe im Bereich von 0,05 bis 0,3 Gew.-% der Zusammensetzung und vorzugsweise bei 

55 0,12 Gew.-% liegt. 

9. Verfahren zum Farben von Haaren, dadurch gekennzeichnet, daB die Haare mit der Zusammensetzung 
gemSB einem der AnsprQche 1 bis 8 behandelt werden. 
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10. Verfahren gemSB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl die Behandlungszeit im Bereich von 10 bis 
40 Minuten und vorzugsweise von 20 bis 35 Minuten liegt, wobei diese Zeitspanne durch leichtes 
ErwSrmen auf eine Temperatur, die 40* C nicht Ubersteigt, reduziert werden kann. 
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